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"~ Die Erhndung betriftt ein vedahren zur lnaktlwerung von Vtren in Blut und Blutprodukten bei dem die zu behan- -
- delnden Losungen bzw. Suspensionen mit Phenothiazinfarbstoffen versetzt und anschlieBend mit sichtbarem Licht im
5 Bereich des Absorptionsmaximums des jeweiligen Farbstoffs bestrahlt und danach gegebenenfalls das Blut bzw die
Blutprodukte zur Entfernung der Farbstoffe Gber Adsorptionsmittel geleitet werden.
Es ist bekannt, daB photodynamische Substanzen in Verbindung mit sichtbarem.Licht oder UV-Lxcht vnrusmakhvue-‘
", rend wurken kdnnen. Ursache hierfur ist die Affinitat dieser. Stotfe zu auBeren Virusstrukturen oder,zur viralen Nuldein-
sédure. Beides trifft far- Phenothiazinfarbstoffe zu. Sie ‘reagieren rmt dem Membranstrukturen umhdilter \rren und
10 schadigen diese unter LichteinfluB irreversibel, wodurch das Virus seine lnfektlosnat verllert (vgl. Smpes W etal,
1979, Photochem. and Photobiol. 29, 785-720). .

Photodynamlsche Substanzen interagieren aber auch mit viraler RNA oder DNA. mbesondere mnt den Guamnre- i |
__.sten_dieser_ Nuldemsauren _Nach. Bildung.eines.. Farbstoff-Nuklemsaure -Komplexes -wird-dieser-durch- Uchtenergle“‘**“"'*" e
. angeregt $0.daB es.zur. Denatunerung def. Nukleinsaure und letztlich zu.Strangbriichen. kommt.-Weiterhin bewirken- - e
s Phenothiazinfarbstoffe die Umwandlung von molekularem Sauerstoff in Sauerstoffradikale, die hoch reaktiv sind und -

- auf verschiedene Weise viruzid wirken kdnnen (vgl. Hiatt, C.W., 1972, in: Concepts in Radlahon Cell. Blology pp 57 89
-Academic Press; -New-York; Oh- -Uigin-et-al=-1987. Nucl: Acid: ‘Res=15;7411.7427) -~ wrmemies -
‘Im Gegensatz zu anderen photodynamischen Farbstotfen zur Virusinaktivierung sind Phenothnaszarbstoffe wie
Methylenblau Neutralrot und Toluidinblau deswegen von Bedeutung weil sie schon in Verbindung mit sichtbarem Licht . -

T 77 7 Teine Réihé von Viren: maktxweren kénneh ‘unter bestlmmten Bedmgungen auch solche die keine anadhullen besitzen, . = .
: wie 2. B. das Adenovirus. ' U
Hinzu kommt, dafl z.B. Methylenblau (MB) und Tolundmblau (TB) selbst therapeutnsche Anwendung ﬂnden ua. als
Amldot bei. Kohlenmonoxndverguftungen und in der Langzeittherapie- psychotischer ‘Erkrankungen. Hierbei kommen
~ _ohne bedeutsame Nebenwirkungen Mengen von MB bzw. TB. zur Anwendung (1 - 2 mg/kg Korpergewicht), die weit
25 hoher sind als diejenigen, die zur Vurusmaktnvnerung notwendug sind. Dxe genngen Toxlzltaten von MB und T8 werden
auch durch tierexperimentelle' Daten belegt.
Seit dem Jahre-1955 wird in der Fachweit jedoch davon ausgegangen daB Farbstoffkonzentratuonen ‘imsbeson-
‘dere bei Tolundmblau unterhalb von 2,5 pM nur unzurelchend virusinaktivierend wirken (vgl F. Heinmets et al., Inacti-
L vatnon of Viruses in Plasma by Photosensitized Oxldatuon Research Report, Walter Reed Army lnsmute of Research
30" Walter Reed Army Medical Center. Washington D.C., 1955). =~
.., -Beiden bisher beschriebenen Untersuchungen 2ur Vlrusmaktmerung mit Phenothlaszarbstoffen hegen die. Farb- '
- stoffkonzentrationen zwischen 10 uM und 100 uM (Chang and Weinstein, 1975, Photodynamnc Inactivation of Herpes
“virus Hominis by Methylene Blue (38524), Proceedmgs of the Society for Experimental.Biolody and Medicine, 148:291-
293; Yen and Simon, 1978, Photosensitization of Herpes Simplex Virus Type 1 with Neutral Red, J: gen. Virol., 41:273-
.35 :281). Bei diesen Konzentrationen besteht aber der Nachteil, daB es nicht nur zur- Vnrusmak‘t:vuerung sondern auch zur
—= e - —-Inaktitivierung-von- Plasmaproteinen'wie'z:B-der Gennnungsfaktoren kommtDigs ist einer der Grinde, weshalb” Phe- T "'(“'
- nothiazinfarbstoffe bislang keine Rolle bei der Virusinaktivierung in Blut und Blutprodukten erlangt haben. .
Die Aufgabe der vorliegenden Erfmdung besteht nun darin, ein Verfahren zur Vurusmaktlvnerung zu entwickeln, ben
" dem Viren verschiedéner Art durch Einsatz von Phenothlaszarbstoﬁen aber ohne funktionelle Beenmrachtugungen der
-’40 Plasmaproteune abgetttet werden. Des weiteren besteht die Aufgabe der Erfindung darin, das. Verfahren so einfach zu -
-igestalten; daf Blut bzw. Blutprodukte unmittelbar in handelsiblichen Blutbeuteln behandelt werden kénnen. S
) Erﬁndungsgemaﬂ wird die gestelite Aufgabe dadurch gelost, daf die Phenottiiazinfarbstoffe in einer Konzentrat:on
von 0,1 bis 2 uM eingesetzt werden und die Bestrahlung unmmelbar in transparenten Behaltmssen wie Blutbeuteln
- erfolgt, die zur Blutentnahme und Aufbewahrung dienen, :
“. Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung-sind in den Unteranspruchen beschrieben. )
+ 'Die Bestrahlung erfolgt mit Tageslicht ausreuchender Starke oder mit- monochromat:schem Lucht vorzugsweise
einer Kalthchtquelle die eine Wellenldnge im Bereich des Absorptionsmaximus des jewemgen Farbstoffes besitzt. Fer-
ner soliten folgende Bedingungen bei der Vlrusmakuv:erung im Blutplasma bzw. in Plasmaprotemlbsungen emgehalten
werden. Die Arbeitstemperatur solite im Bereich von 0 bis 37 °C, maéglichst aber im Bereich von 4 bis 20 *C liegen. Die -
50 Inakuvnerungsdauer betragt insbesondere 5 Minuten bis 5 Stunden vorzugsweise 10 Minuten bis 3 Stunden und der
~ . pH-Wert soll zwischen pH 5 und pH 9 liegen, vorzugsweise zwischen pH 6 und pH 8.
Ein wesentlicher Vorteil des erdfindungsmaBigen Verfahrens liegt in seiner Einfachheit. F. Hemmets et aI ( wie vorn
angegeben) beschreiben eine hochautwendige Apparatur, durch die z.8. Blutplasma gelentet werden muB, Dabei freten
‘ Wartungs- und vor allem auch Kapazitatsprobleme aut. Uberraschenderweise wurde nun festgestellt, daB man mit
55 - wesentlich geringeren Mengen an Farbstoff auskommen kann und zudem eine aufwendlge technische Emrlchtung zur
Photomakhvnerung nicht bendtigt wird. .
. Unerwartet war_auch die. Eeststellung; daB. ein_nicht.umhailites_Virus-wie- Adeno.-das- snch unter- physiologischen === = e

Umstanden in Plasma nicht inaktivieren lieB, durch einen Fnerenn’auen Schrm photosensmvuert und somit maknvrert
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werden konnte. Dabei konn.e Inaktivierung, unabhangig von der Reihenfol@der Arbeitsschritte Frieren/Tauen und
Zugabe des Farbstoffes, festgestellt werden. Unter Frieren wird ein Tiefgefriervorgang mit verflissigten Gasen als Kal-
temittel bei Temperaturen von etwa - 20 °C bis etwa 80 K verstanden. In der Regel wird bei Temperaturen unter - 30 °C
tiefgefroren.”

Man kann die Virusinaktivierung unmrttelbar in Blut- bzw. Plasmabeuteln durchfuhren obwohl diese nur begrenzt
lichtdurchlassig sind. Es muB lediglich der Farbstoff zugefugt werden. Dann wird der Beutel samt Inhalt belichtet, und
darauthin kanndas 1ewe|hge Produkt weiterprozessiert werden. o

Das Verfahren ist also ohne groBeren technischen Autwand durchzufuhren und an Blutbanken hervonagend in den §
Arbeitsablaut bei der Prozessierung von einzelnen Blutspenden integrierbar. Die geringe Menge des eingesetzten
Farbstoffs kann in der behandelten Flassigkeit verbleiben oder wird durch Adsorptionsmittel entfernt. :

Als Blut bzw. Blutprodukte kommen unter anderem in Frage:

Voliblut
Erythrozytenkonzentrate
- Thrombozytenkonzentrate
- Plasma
- Serum
- Kryoprazipitat
- Konzentrate von Germnungsfaktoren
- Inhibitoren
Fibronectin
- Albumin.

Zur Anv_vendung des erfindungsgemasen Verfahrens sind Phehothiazine dei‘folgenden Strukturformel geeignet.

X R, R; Ry
Neutralrot N | CH, NH; N(CH3).
Toluidinblau | S | CHy | NH, | N(CHa)2
Methylenblau | S | H | N(CHj); | N(CH3),
Phenothiazin | S | - H H H

a . . I | ’ ) n

Mit Methylenblau (MB) wird nachfolgend die Konzentrationsabhangigkeit der Photoinaktivierung beim Vesikular-
Stomatitis-Virus (VSV) im Humanplasma aufgezeigt.

Ca. 5 x 107 Plaque Forming Units (PFU) pro ml VSV wurden in Humanplasma suspendiert und mit verschiedenen
Konzentrationen an MB versetzt. Kontrollproben enthielten keinen Farbstoff. Das Probevolumen betrug 0.5 ml. Eine
Kontrollprobe und ein Teil der MB-haltigen Proben wurden fir 4 h bei Raumtemperatur mit sichtbarem Licht bestrahtt.

’



vt | [y - EPO4sI7STEY (:}

- .die ande;en wurden den.{ lange im Dunkeln gelagert, Als Uc{rtquélle .e ein DiaprOj_eidbf. der mit einer'1.5‘o w
L H.alqgenbime (Osram X_eqophot) ausgestattet war. Der Abstand zwischen dem Objektiv des Diaprojektors, also der
. L»chtauslaBdffnung und den Praben betrug bei diesen und allen weiteren Versuchen 30 cm. (Mit Ausnahme der Virusi-

Raktivierung in Biutbeuteln).

‘v‘sh . .
Beispiel 2
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55

© 40

A Nacfu fﬂblauf der Satrahlqu wurde iqalleri Proben ber einen Plaque-Assay dér‘whsﬁfer bestimmt. Als |nd"é; '
- ~‘to.r_ze_llen dienten BHK_-Zellen. Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle 1 aufgelistet, - LT
, Proben ' MB-Konzen-  Licht  Virusinaktivie-
0. © " tration. . o S T'rungé'faktor o
(M) : S
s Kontr - ' YT T4 s I
| Kontr. 2 o - R
| 1 0,01 SR SRR § I - M ; N
ST T e 28,5 :
2.3 ..0,5., . >~ 106 - -
4 I R aor > 108 7"
s R T O Ty 106
I R T T HE T BT LI :
- 71000 .y g6 SR
0 S0 T g
11 100 - - g5 -
.«35_ ;I‘abl" 1: Ix"x‘,aktviivirevrngig': von. VSV :m Hu:ﬁanplasma mit" und ohne ..

.

Bglichtung"@ S B e

Bel',j,c;hturi'gsdaﬁer-: 4 h
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- Der Vergleich von A (@net) und G (dunkel) zeigt, daB Licht allein ‘offgr_ keinen groB3en EinﬁixB auf die Infek-
tiositat des Virus ausiabt. ' : , : T

Prooe MB-Zngkenz. Titer/200 ul " - Inaktivierunes-
T uM K o faktor
A 0 2 x 10? 2
8 0.01 2.8 x 0% 1.8
~ |%¢ . o,0¢ 2 x 10t 2.2
0 22 3 x 10° e
; 0.¢ <1 > 4.4 x 10°
F 1.0 <1 | f > 4.4 x 10°
G 0 T a4 x 10t o e

Tab. 2: Virusinaktivierung bei niedrigen Farbstoffkonzentra-

tionen

Beigpiel
. .. . . 4 &
Die Photoinaktivierung bei Viren in Gegenwart von Phenothiazinfarbstoffen ist jedoch abhangig von der Dauer der
“Belichtung. Um zu untersuchen, welche Belichtungszeiten zur Photoinaktivierung von VSV ausreichen, wurden 10°
Plaque Forming Units (PFU) pro m! in Plasma suspendiert und fir verschiedene Zeiten bei 22 °C wie beschrieben
belichtet. Die erhaltenen Ergebnisse zeigt die Tabelle 3. Man erkennt, da unter den gegebenen Versuchsbedingungen
eine Stunde Belichtungszeit ausreichte, um den infektidsen VSV-Titer um mehr als 6 Zehnerpotenzen zu vermindern.

Proe = Belichtungszeit [naktivierungs-
: (min) . faktor
Kentrolle 0 ) .

i 5 50

2 30 1665

3 ‘ 60 | > 10°

Tab. 3: Kinetik der MB-vermittelten Photoinaktivierung von
VsV
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. .'sin ahnlicher Versdch wurde _ansiatt mit MB in Gegenwart von 1 uM e}nes a'ndereh. Phenomiazinfarbstoffa, T8, -
durchgefahrt Die in der Tabelle 4 dargesteliten \Erg_ebﬂriiss_.e zeigen, daB auch mit Hilfe von TB,VSV wirkungsvoll inakgi-
§  viert werden kann. A ST e o '

. Probe Beiichtungszsit Inzktivierungs-
L (min) . =~ o fFaktor

Kontrslle . 0 .- . ! LI
T 10 20 R |
. SRS I 3 8 [ o

!
i
!

#3 eidioi s 00 16 @A

~ . Tab. '4_':,_ ‘Kinetik der-Téfvemittelten thbtqihaktivierunvg von‘,

'Diej inaktivierend‘e‘ Wirkung der Phenothiazih(arbsicﬂe wurde auch beim Hérpéx-Sirhplex-Virus (HSV) sowie beim* "é;‘ -
Human Immunodeficiency Virus Typ 1 (HIV-1) nachgewiesen. o ' o o
~30 . _ ' o : : g o
ispiel

. 'InGegenwart von Methylenblau (1 uM) wird auch HSV inaktiviert, Tab, 5 zeigt die Kinetik der MB.vermittelten Pho-.
toinaktivierung von HSV. S : L R )
B —-Probe... »—-w«Bel-;i-c.‘*ivtung's'»za-i‘;-”*f*-‘t‘*-fI'n‘ak:i‘V‘i’erungs‘-’"””’“"-‘ T -
R L ' (min) . faktor e B

A. ;o“f  Kenirslle : "o, : o
R PR LIS

45

Tab. S: Kinetik der MB-vermittelten Photoinaktivi_ergn'g v‘o'rg -

s HSV.O

s ispiel

. ., - Ein &hnlicher Versuch wurde mit dem AIDS-Emreger HIV-1 durchgefihrt. Der Virustiter betrug 6 x 102 PFU/MI. Als ... 4 ..
o em o oo .- Indlikatorzelien dienten-MT4-Zelien: Die-Tabelle 6°zeigt, daB HIV-1 besonders empfindlich gegenaber der Photoinakti-
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vierung zu sein scheint: bereits innerhalb von 10 min wurde der Virustiter um mehr als das 600-fache reduziert.

v

~ Prcoe BelichAtungsozit Inaktivieruncs-
5 ' . (min) faktor
Kenirslhle | 0 I
1 | 0 - .> 600
b 2 60 > 600
3 129 > 600
‘15

fab, 6: Kinetik der MB-vermitteiten Photoinaktivierung von.
20  HIV-1 L '

25
Beispiel 7

Bei dem Versuch, nicht umhdilite Viren unter den ablichen physiologischen Bedingungen in Gegenwart von 50 %
Plasma zy inaktivieren, konnte kein Erfolg erzielt werden. Adenovirus wurde, ais Modell far ein nicht umhdlites Virus,

.30 langere Zeiten (4. °C, dunkel) in Gegenwart des Farbstoffes Methylenblau (MB), 1 uM, vorinkubiert. Danach erfolgte

eine 30mindtige Bestrahlung mit Halogenstrahlern (150 000 Lux). Dabei blieb die Infektiositat des Adenovirus unveran-

dert. .

35 Probe Dauer der Vorinkubation Farbstoff Titer (lqg10)?
Kontrolle 0h -- 0 |
' 1 0 h MB 0
40 : )
2 T h MB 5,
3 4 h MB '
4 24 h MB '
45

Tab. 7: Einfiuﬁ der Vorinkubationsdauer auf die Photosensi-

so0 tivierung von Adenovirus.

Der Titer wurde als TCIDS0 {Berechnungsmethode "Tissue Culture Infectious Dosis” nach Spearman und Kaerber)
55 bestimmt. Das Virus wurde aut FL-Zellen (definierte Zelllinie zur Virustitration geeignet) titriert. ' )
Bei der Verwendung von Toluidinblau unter Beibehaltung der experimentellen Bedingungen konnte ebentalls keine
Reduktion des Virustiters festgestellt werden. c
Um eine Inaktivierung von Adenovirus zu erzielen, wurde ein Frieren/Tauen-Schritt (F/T) unter Tiefgefrieren auf -
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30°Cin den Vefsuchsablauf eingefagt. Dabei spnelte due Reuhenfolge des FIT u
MB) nur eine untergeordnete Roalie. -Die Bestrahlung der Proben erfolgte gleuchfalls mit H:Ife der Halogenstrahler.

die Zugabe des Farbstoffes R

K4

Gemessen wurden 120 000 Lux. o
* Probe : Probenvorbereltung .. oo Titer (log10)’ ke
0 . L A CF/T e
B - F/T + 60. min Bestrahlung (Bestr ) RS 1,5 e
: .~ C CE/T + MB + 60 min Vor:.nkubat + 60 min Bestr.m_z smw, ,xhﬁ;g--ﬁ
- ,‘ - ,5 e B e D*‘“MB’ ‘+ F/T — ~~ ;»“""f“‘»_z.'*-v.:»".;“‘!7.41—:—."—7:“ 7 3 - 3
' " E ' MB + F/T + 10 min Bestr ‘ B » 5,0__‘
- Rt ‘ MB ~+ F/T + 30 min~ Bestr. w7 o Tueiivgeg T ;-
, G ~'MB. + F/T + 60 min‘_B‘estr._" o400 |
- 200 L L L L L Ll L '.‘;;;-.'".:.:.’.';;“.;:;-:-:--.__;_ N
Tab 8 Photosens;tlvzerung von Adenov1rus aufgrund eznes A '_
.25 e:.ngefugten F/T Schrittes. ' ’ : .
- Die Durchfuhrung der Vlrusmratlon erfolgte wie in Tab 7 beschneben )
30 :

- Beispiel 8

Das besondere Problem bel der Anwendung hoher Farbstoffkonzentratnonen llegt in de# unmuttelbaren erung :
" dieser Stoffe aut. Plasmaproteine. In einem weiteren- Versuch wurden daher. unterschnedhchg Farbstoffkonzemranonen R

: 35_ im Hinblick auf ihre Wirkung gegendber der Aktivitat von Gerinnungsfaktoren untersucht.
_.;“ AR —— Humanes Plasma-(2-ml- -Aliquots)-wurde-mit-verschiedenen- Mengen von"MB" versetzt: Direkt danach wurden due
~ Aktivitaten der Gerinnungsfaktoren V, VIIi und IX gemessen. Wie aus der Tabelle 9 ersichtlich ist, werden sie- inalien
drei Fallen dosisabhangig inhibiert, die der Faktoren VIil und V ab:etwa 10 #M’und die des Faktors IX berens ab 25
uM. Demnach wirkt bei hOheren Konzentrat:onen MB dnrekt auf die Proteme. ohne dag Lucht emwnrken muB '

0
45
/
50 "
55
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Methylenbley

(uM/1) ' Faktar V. Faktor VIII  Faktor IX
: E/ml E/ml ~ E/ml
.0 0,80 0,38 2.0 et
1 : . 0.78 0,41 - 1,0 :
2.5 - 0,78 0,61 1,5
S C07a 1 0,28 1,45
10 0,54 0,35 o120
20 0,82 0.28 1,10

Tab. 9: EinfluB von MB auf die Aktivitit von Gerinnungsfak-

toren

Beispiel

Nun hat aber nicht nur die einge;etzte Farbstoffkonzentration, sondern auch die Belichtungszeit einen EinfluB auf
die Aktivitat von Gerinnungsfaktoren. Diese Zeitabhangigkeit wurde, bei verschiedenen Methylenblaukonzentrationen
ermittelt. ‘ Lo

im Beispiel 1 beschrieben). Kontroilproben wurden nicht photobehandelt. Wie die Tabellet10 zeigt, werden die Aktivita-

- ten der drei Gerinnungstaktoren V, VIli und 1X zeit- und dosisabhangig inhibiert. Besonders bei den Fakiqren Vilund |
~ IX zeigt sich, daB hohere MB-Konzentrationen und Licht-Expositionszeiten ab 2 h eine anscheinende Erh6hung der -

’ Hoy

P

CEHEN

thrombolytischen Aktivitaten bewirken.

[

Humanes Plasma (2 mi-Aliquots) wurden mit verschiedenen Mengen an MB versetzt und far 1 bis 4 h belichtet (wie -
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T eposmizster - ()

" Beliéhtungs- " i&dniz.er‘;t‘r:-ation R L v,
zeit . Methylenblau.  Faktor V - Fakter VIII  Faktor X"
. e T }uM/I Co E/ml E/mi. - E/ml”

..l.
o -

0 oss 0 da

'»ol'h‘ | ' :'2.15' ) . 0.82 | 0_’33 ) e
o0 - 072 0,30 001

S30 .

25 .

s -

CTTTITTY LT e T o 0

2V ‘;};,('ﬂ-'

H
N

L0088 0,260 . . Q82
04706 0.5 - o
i - 082 0 g0 '*
Lo aes . 023 T gen
Zh 25 068 - 0.2 072 |
e eee aas et
B IS SR 15 R T
e s 0 ¢ ged
Lo T s ey o028 gz -
L0 T 082 L 037 4 0.6

45

.50

40

55

7 Tab. 10: Einflus von Licht und MB auf die AKtivitit vom L

'l-'Gezjinnﬁpgsfaktore'n: Zeit- ] und Do_sifs,abhingigke_i_t .

H

eispiel 1

' Gemas einer bevorzugten Ausfdh}ungsform der vorliegenden Erfindung kann die Photoinaktivierung von Viren
unmittelbar im Plasmabeutel vorgenommen werden. Dem Blut oder den Blutprodukten wird lediglich der-Farbstoff in
erforderlicher Menge zugesetzt und der Beutel dann mit Licht bgstréhh. Auf diese einfache Weise lassen sich Blutpro-

dukte von einzelnen Spendern jederzeit behandeln,

. In'einem Versuch wurden drei Proben eines humanen Friscl_'ﬁlasmaé aufgetaut und in den Plésmabeuteln mit
jeweils 1,5 x 106 PFU VSV versetzt. Zu zwei Proben wurde MB in Konzentrationen von 1 bzw. 10 uM zugetugt. Aus dem

MB-freien Plasma wurde eine Probe entnommen und als Positiv-Kontrolle im Dunkeln bei 4.°C aufbewahrt. Dann wur-

. den die drei Beutel zwischen zwei Plexiglasplatten eingespannt, um eine mdglichst gleichmagige Schichtdicke von ca.

25 cmz2u gewahrleisten. Sie wurden daraufhin aus einer Entfernung von ca. 90 cm mit Hilfe eines Diaprojektors
bestrahit. Nach 4 h wurden zur Bestimmung des Virustiters Proben entnommen und dieser mittels Plaque-Assay auf
FL-Zellen gemessen. Die Ergebnisse in Tab. 11 zeigen, daB bereits 1 uM MB ausreicht, um im Plasmabeutel durch

- vierstundige. Belichtung- den. infektidsen -Titer-von-VSV-um- mehr"als:'drei-’Zehherpotenzen‘*zu*reduzi"er'en'.‘*Au‘djf‘b‘e"i'
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Abwesenheit des Farbstoﬂeghne die Belichtung zu einer Redukuon des Vu'ustxters allerdmgs nur um etwa 50 %,

Probe | Bestrahlungs- MB-Konzen- Beutel- ~_VSV-Titer
" dauer (h)  tration (uM)  Gawicht (@) ~ - (PFU/ml)
Kontrolle o . - o 323 . 5x 108
1 S 323 2,5 x 10°
2 4 ‘ 289 0
4 0 257 0

3 “

Téb. 11: Photoinaktivierung von VSV im Plasmabeutel

Die zur Virusinaktivierung eingesetzten Phenothiazinfarbstoffe kdnnen insbesondere bei den hier angewendeten
Konzentrationen von bis zu 1 pM im Blut oder den Blutprodukten verbleiben, ohne daB3 es zu'Nebenwirkungen kommt.
Sie lassen sich aber auch nachtraglich aber Dialyse, Gelfiltration oder Adsorption wieder entfernen.

Von den genannten Methoden sind vor allém die adsorptiven von Interesse, weil sie den geringsten zeitlichen und
technischen Aufwand machen und die betreffenden Plasmaproteinlésungen nicht verdannt werden.

iel 11
Saulenchromatographische Entfernung von MB aus Plasmaproteiniosungen ‘

Bei diesem Versuch solite herausgefunden werden, ob die adsorptive Entfernung des Photooxidans auch auf chro-
matographischem Wege erfolgen kann. Hintergrund ist die ldee, daf8 man die Virusinaktivierung mittels Farbstoff in
Kombination mit Licht in einem Behaltnis durchtihrt, beispielsweise einem Blutbeutel und dann die Plasmaproteinia-
‘sung uber eine kleine dazwischengeschaltete Trennsaule, die das Adsorptionsmittel enthalt, in ein weiterés Behaltnis,
2.B. einen zweiten Blutbeutel, GberfGhrt. Ware jetzt die Einheit erster Beutel -Adsorptionssaule - zweiter Beutel vorge-
fertigt, verfigte man also tber ein geschlossenes System, und man kénnte auf einfache Weise unter geringstem Kon-
taminationsrisiko virusinaktivierte Plasmaproteinpraparate, auch von einzelnen Donoren stammend; herstellen.

Hierzu wurden 250 ml S%iger Albuminlésung mit verschiedenen Geschwindigkeiten durch eine Trenns3ule gelei-
tet, die 5 ml Kieselge! (Porenweite 40 A) enthuelt 10 mi-Fraktionen wurden aufgefangen und ihre Extinktionswerte bei
660-nm gemessen.

Wie aus der Tabelle 12 hervorgeht, lie sich das Gesamtvolumen der Albuminlésung bei DurchfluBgeschwindig-
keiten von § bzw. 7,5 mUmin durch die Saule leiten, ohne daf restliches MB in den Durchlauffraktionen nachzuweisen
war. Der Zeitaufwand, um aus 250 ml Losung den Farbstoff zu entfernen, llegt demzufolge bei hochstens 30 bis 35
Minuten.

Das Ergebnis des Versuches zeigt. daB3 die chromatographnsche Abtrennung des Photooxidans keine Probleme
bereitet, zum anderen wird belegt, daf3 die oben skizzierte Herstellung vnrusmaktnvnerter Plasmaproteinpraparate ein-
zelner Donoren maglich ist.



Nani ‘.EP0491 75781 ' O R
) B ‘v - , . n ,->-. ‘ . »;“.v. \(
o AseEgmatemial g —— -m@:@m; :
‘ Bxzinkzien (650 mm): 0,067 - - BEcinkdicn (60 ) .0
oo Fmefonewn 1 o T 9002 0,001
, o 3 L ~e.000 " - . . . 0,001 :
e s L N3
| ' IR | S Tedeoz 0.203 ,
N A ¥ .- S S " O e
i e o e e <o 0,000- e ig gy < T |
" ' . B Lo 0000 0,90z
- | . coenl 20,002 DR -1+ S
L0 o _" * - e i i b e :»l»—"-‘*v‘:'?:"’*“’f";“‘"'“ »__;_7_:‘2 G'J'wf'»”
| Tab 12 Chromatographlsche Abtrennung von MB aus elner
Stlgen Albumlnlosung (MB Konzentratlon 1 pM) e '
25 | - ‘
X '-Péientarisprﬁcﬁe ' '
30 “

T 2 ~Vérahren 1 nach’ Anspruch 1, dadurch gekennzerchnet daB als Phenothraszarbstoff Tolurdmblau oder Methylen-

. - 1. Verfahren zur Inaktrvrerung von Viren in Blut und Blutprodukten bei dem die 2u behandelnden LOSungen bzw. Sus- .

;45 -5, Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekennzerchnet daB der Farbstoff nach dem Auﬁauen und vor der Bestrah-_
s Phenothuaszarbstoffe enthalt, durchgefuhrt wurd

' 55 . tionsor suspensions to be treated and subsequently irradiating said phenothrazme dye-containing solutions or sus-

_pensionen mit Phenothiazinfarbstoffen versetzt und: anschlieBend mit Licht bestrahit werden, dadurch gekenn-} '
zeichnet, daB die Phenothraszarbstoffe in_einer Konzentration von 0,1 bis 2 uM euigesetzt werden und die
Bestrahlung unmittelbar in transparenten Behaltmssen ‘wie Blutbeuteln erfolgt ‘die zur Blutentnahme und Aufbe-

} ‘35 3 wahrungduenen . . ) . . ,-__'?,Q

et A
e ot e e o e

blau verwendetwurd o R o _ . . "

40 3 Verfahren nach elnem der Anspruche 1 oder 2 dadurch gekennzeachnet daB diezu behandelnden L6$ungen bzw '
Suspensmnen zunachst uefgefroren und- dann vor der Bestrahlung wneder aufgetaut werden

PR

4. Verfahren nach Anspruch 3 dadurch gekennzenchnet dafi der Farbstoff vor dem Gefnervorgang zugesetzt w:rd

lung zugegeben wird.:

6 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 dadurch gekennzerchnet dafB dreses uber zwei zur Btutentnahme
" geeignete Behaltnisse wie Blutbeutel mit einer dazw:schengeschalteren Trennsaule dle Adsorptlonsmmel fur die

‘Claims

1. A process for :nactwatmg viruses in blood and blood products comprising addmg phenothlazme dyes to the solu-

'pens:ons with light, characterised in that the phenothiazine dyes are used at a concentration of from 0.1 to2 uM -

- and irradiation is effected dxrectly in transparent contalners such as blood bags (used for_collecting.and storing — - - §-——
e - - : : '
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The process as daivgn claim 1, characterised in that toluidine blue or methylene blue is used as said phenothi-

2.
azine dye.

3. ;l'he process as claimed in any one of the claims 1 or 2, characterised in that the solutions or suspensions to be
treated are mmally subjected to deep-freez:ng and then are thawed prior to irradiation.

4. - The process as claurned in clalm 3, charactensed in that the dye is added pnor to the freezmg step

5. The process as claimed in daum 3, charactensed in that the dye is added after thawing and prior to irradiation.

6. The process as claimed in any one-of the claims 1:to 5, characterised in that said process is carried out using two
containers suitable for collecting blood, such as blood bags, with a separating column interposed between them
and contaxrung an adsorbing agent for the phenomnazme dyes.

Revendlatlons

1. Procédé dlinactivation de virus dans le 'sang et les produits du sang, dans lequel les solutions ou les suspensions
a traiter sont mélangées avec des colorants & la phénothiazine et, ensuite, irradiées par la lumiére, caractérisé en
ce que les colorants a la phénothiazine sont utilisés a une concentration de 0,1 & 2 uM, et en ce que lirradiation se
produit directement dans des récipients transparents, oomme les poches & sang qui servent au prélévement et &
la conservation du sang.

2. Procédé sulvant la revendication 1, caractérisé en ce que le bleu toluidine ou Ie bleu de méthyléne sont utilisés
comme colorants 4 la phénothiazine.

3. Procédé suivant lune quelconque des revendications 1 ou 2, caractérisé en ce que Ies solutions ou Ies suspen-
sions a traiter sont d'abord.congelées, puis décongelées avant l'irradiation. .

4. Procédé suivant la revendication 3, caractérisé en ce que le colorant est ajouté avant le processus'de congélétion.
Procédé suivant la revendication 3, caractérisé en ce que le colorant est ajouté aprés la décongelatnon et avant
I madnatlon .

. ] )
6. Procédé suivant l'une quelconque des revendications 1 & 5, caractérisé en ce qu'il est réalisé au moyen de deux

‘récipients convenant au prélévement du sang, comme des poches & sang, avec une colonne & fractionner interca-

Iée, qui contient un moyen d'adsorber le colorant & la phénothiazine.
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